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摘要
人类免疫缺陷病毒是艾滋病的元凶，病毒编码蛋白 Tat在 HIV-1的潜伏与激
活中发挥着类似于“开关”的功能。以 Tat调控功能为核心的研究对于 HIV-1基
因转录延伸机制的揭示以及开发艾滋病治疗的靶点新药物具有重要意义。
雷公藤甲素（triptolide，TPL）作为一个著名的中草药成分，已经被用来治
疗包括自身免疫病、癌症等在内的多种疾病，近来人们发现其在 HIV-1方面的作
用，本研究致力于揭示其引起 Tat降解的机制，该机制研究将极大推进 TPL在艾
滋病方面的治疗。研究基于 HIV-1转录细胞模型，对多个雷公藤来源活性成分进
行筛选，发现 TPL以时间、浓度依赖性抑制 HIV-1的转录，并且 TPL可以特异
性引起 HIV-1编码蛋白 Tat的降解继而抑制 HIV-1的转录。研究显示 TPL不是通
过阻断 CycT1对于 Tat的保护作用，也不是在转录、翻译水平影响 Tat的含量，
而是通过泛素蛋白酶体降解途径促进了 Tat的降解。为了寻找在该过程中起作用
的 E3 泛素连接酶，运用亲和纯化、质谱、SILAC（稳定同位素标记氨基酸细胞
培养）蛋白组学定量技术对 Tat 相互作用蛋白进行定量分析，共鉴定出 1234 种
蛋白，其中包括 12个 E3泛素连接酶。需要指出的是，CUL4B 不是在 TPL处理
时而是天然条件下引起 Tat降解的 E3泛素连接酶，而且 TPL不是通过单一位点
的泛素化引起 Tat的降解。
关键词： Tat；雷公藤甲素；泛素蛋白酶体降解
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Abstract
Human immunodeficiency virus (HIV-1) is the primary retroviral agent
responsible for AIDS. One of its identified gene products, Tat protein, plays a pivotal
role in HIV-1 transcription, which functions as “on and off” switch in HIV-1 latency
and activation. Focusing on regulation of Tat is important for elucidating principle of
HIV-1 gene transcriptional elongation and developing new drug target for AIDS
therapy.
Triptolide(TPL) is a famous Chinese herbal medicine component, which can be
served as a drug in treating self-immune disease, cancer and other diseases. Its effect
on HIV-1 was reported recently, thus in this assay, we want to reveal the mechanism
behind Tat degradation promoted by TPL, which serve as a drug model to explore a
potential drug target and a new thought in HIV-1 therapy. Based on our cell model for
studying HIV-1 transcription, compared with other active ingredients extracted from
tripterygium, TPL has a better effect on inhibition in HIV-1 transcription in a time and
dose dependent manner, suggesting that the mechanism behind the inhibition is that
TPL could induce Tat degradation specifically, which is neither through blocking
CycT1 protection for Tat, nor affecting transcription or translation, but in an ubiquitin
proteasome pathway. Results show that 1234 proteins, including 12 E3 ubiquitin
ligase, by performing affinity purification, mass spectra, SILAC (stable isotopic
labeling by amino acids in cell culture). Most noteworthy is that CUL4B is involved
in Tat degradation under natural condition while not TPL treatment, and TPL doesn’t
induce Tat degradation in mono-site ubiquitination.
Keywords: Tat; TPL; Ubiquitin proteasome degradation
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第一章、前言
1.1 HIV-1简介及其转录
1.1.1 HIV-1简介
艾滋病（AIDS）是获得性免疫缺陷综合征（Acquired Immune Deficiency
Syndrome）的简称，是指由人类免疫缺陷病毒（Human Immunodeficiency Virus,
HIV）引起的可以导致人体免疫缺陷的疾病（HIV分1型和2型，本文特指1型，即
HIV-1）。1983年，法国巴斯德研究所肿瘤病毒研究室的蒙塔尼和西诺西等人一
起在艾滋病流行的初期，对一例患有淋巴结病变的同性恋男子进行淋巴结组织培
养，他们首先发现其淋巴细胞中有逆转录酶，表明感染了逆转录病毒，随后在电
子显微镜下看到了病毒实体，并将其命名为淋巴结相关病毒（lymphadenopathy
associated virus，LAV），国际上首次分离了导致人类获得性免疫缺陷综合征的
病原体，即人类免疫缺陷病毒HIV-1，相关研究结果发表于《科学》杂志上[1]，
随后他们将I型HIV-1病毒（HIV-1）的基因组片段复制出来，并最终发现了HIV-1
复制与病毒母粒相互配合完成病毒生活史的病理生理过程，从而确定了艾滋病病
毒感染者的诊断方式。后来他们与同事一起还发现HIV-1攻击免疫系统的CD4淋
巴细胞[2]，为人类认识与防治艾滋病做出了不可估量的贡献，蒙塔尼和西诺西二
人也因此获得了2008年的诺贝尔生理或医学奖。
艾滋病病毒的生活史，包括入侵、逆转录、整合、翻译、包装成新的病毒颗
粒、出芽、入侵新的CD4T细胞[3]，HIV-1浸染细胞时需要借助病毒自身表面糖蛋
白gp120结合宿主细胞的表面受体CD4、CCR5，从而将病毒基因组注入到宿主细
胞，病毒衣壳留在细胞外表面。完成入侵以后，病毒的基因组双链RNA在自身
携带的逆转录酶作用下逆转录成双链DNA进入细胞核，在整合酶的作用下整合
到宿主细胞基因组中[4]。其后病毒基因在适当的条件下利用宿主细胞的物质进行
翻译，然后组装成新的病毒颗粒，新的病毒颗粒包膜蛋白通过与宿主细胞的膜融
合继而出芽释放出具有感染力的新病毒颗粒，新的病毒颗粒又会入侵其他的
CD4+T细胞，此即为艾滋病病毒的生活史。
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由于宿主细胞状态的不同，宿主细胞的转录因子及小 RNA等[5-8]会使 HIV-1
处于转录抑制状态，即潜伏。HIV-1 在 CD+4 T 细胞中的潜伏感染是治疗艾滋病
的最大障碍，近年来有科学家提出采取“shock and kill”的策略[9]用于治疗艾滋
病，该策略包括两步，首先用药物将处于静息态的 CD+4 T细胞中潜伏的 HIV-1
病毒激活，然后再联合高效抗逆转录病毒疗法（Highly active antiretroviral
therapy，HAART）疗法将激活的病毒及其感染的细胞清除，从而逐步清除体内
潜在的 HIV-1 病毒库。目前，激活 HIV-1 转录的药物主要是针对诱导 HIV-1 潜
伏的机制[10-12]，如去乙酰化酶抑制剂、转录激活剂等[13, 14]。
关于艾滋病的防治已经使艾滋病由单一的致死性疾病转变为一种慢性疾病，
目前已有很多艾滋病的预防与治疗试剂[3, 15]，虽然不能从根本上消除这种疾病，
但在一定程度上减轻了其对人类的危害，而这些就建立在人类对于HIV-1病毒的
研究基础之上。接受联合疗法的艾滋病病人已经可以获得持续的、更久的抑制
HIV-1复制的能力。尽管对于该疾病的研究已经获得巨大成功，但困难与挑战依
然重重，目前的治疗基本都需要病人整个生命坚持服药，此外，有些药物对于病
人的副作用较小，有些却存在短期甚至长期的药物副作用。艾滋病高昂的医药费
也严重影响了该疾病在全球范围的防治。总之，艾滋病的治疗任重而道远。
1.1.2 HIV-1的转录
HIV-1病毒之所以难以治愈，在于其整合进宿主细胞基因组后可以形成潜伏
状态的前病毒，这是逆转录病毒的一个特点[16]，而无论HIV-1进入潜伏期还是激
活状态，都需要涉及到一个重要的过程，即HIV-1的转录。例如，当宿主细胞状
态良好时[17]，HIV-1更倾向于进入潜伏期，此时宿主细胞的部分基因转录并表达
从而调控病毒的基因转录使之中止，当宿主细胞状态不佳时，HIV-1感应宿主细
胞状态倾向于进入激活状态，此时病毒需要进行大量的基因转录和表达，从而形
成新的病毒颗粒感染新的宿主细胞，避免伴随宿主细胞的凋亡而丢失病毒基因。
逆转录病毒的DNA插入宿主细胞染色体时，在病毒自身携带的5’LTR（Long
Terminal Repeat）的U3左侧和3’LTR的U5右端各丢失2bp的碱基对，然后在宿主
细胞的染色体插入位点上生成4-6bp的重复序列，而逆转录病毒的前病毒DNA插
入到宿主细胞的染色体上时是随机的，每个被感染的细胞一般有1-10份前病毒拷
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贝。需要指出的是，只有当被感染细胞处于细胞分裂期间，前病毒才有机会接触
到宿主细胞的遗传物质，所以包括HIV-1在内，所有逆转录病毒只能在分裂中的
细胞内进行转录和复制[16]。
HIV-1的核心启动子包括三个串联的SP1结合位点，一个TATA序列和一个高
度活化的起始序列LTR[18]，此外HIV-1的LTR还带有一个特殊的“增强子”序列，
主要包含两个串联的NF-кB结合位点。其中，LTR对逆转录病毒DNA整合进宿主
细胞基因组和转录具有重要作用[19]，同时，它具有真核生物基因表达时所需要的
基本功能，如启动、起始和转录物的多聚腺嘌呤加尾作用等。经过测定，LTR的
DNA序列长度依据不同病毒而不同，变动范围在250-1400bp，LTR的长度变化主
要取决于U3的长度，U3的变动范围为170-1260bp。在LTR的两端各有一个反向
重复序列，所有的两端都是以TG…CA和AC…GT为标志。未整合进宿主细胞基
因组中的LTR，其两端还各有两个碱基对，即AATG…CATT和TTAC…GTAA，
这两个碱基对在整合进宿主细胞基因组时会丢失。有趣的是，LTR在U3区内有
同“TATAA”框十分相似的序列，TATAA框是真核生物中使用RNA聚合酶II(RNA
Polymerase II，简称RNA PolII)的转录单位所特有的序列。真核类基因转录时大
部分用RNA PolII，而其识别位点即TATAA框。所以LTR有可能利用宿主细胞的
RNA PolII来完成病毒基因的转录。在U3-R分界外还常有一个反向重复序列，推
测也对终止病毒基因的转录有重要作用。除此之外，左端LTR的U3区启动子负
责起始前病毒的转录，右边LTR的U3区启动子又可以在极少情况下激发位于前
病毒插入位点下游的宿主DNA序列的转录，LTR中还有增强病毒基因转录的增强
子序列，或对前病毒DNA两侧的宿主DNA的转录活性起调控作用。
HIV-1 LTR与细胞内其他基因启动子最大的区别在于其活性受HIV-1特异编
码蛋白Tat（Transactivator of Transcription）的自我调控[20, 21]。经过多年研究，HIV-1
基因组在转录过程中有很强的自我中止性，新生的RNA转录本（约60-80nt）率
先形成一个茎环结构TAR（Transactivation Response），该段序列为一段由病毒
基因起始转录后形成的具有茎环结构的RNA，HIV-1编码的Tat蛋白不仅可以特异
性地结合TAR结构，也能与P-TEFb（Positive Transcription Elongation Factor b）
的CycT1结合，所以Tat可以运用这种相互作用将P-TEFb招募到HIV-1的转录复合
物上，进而促进整个HIV-1基因组的转录复制，有研究指出TAR的作用可以使转
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录效率提高数百倍[22]。人们发现Tat可以特异地激活HIV-1基因的转录延伸，事实
上，在没有Tat存在的情况下，转录可以正常起始但是只能产生不成熟的流产转
录本[23]，即只有80nt左右的寡核苷酸序列，因为没有在3’端没有形成polA的尾
巴，极其不稳定很容易被降解，也不具有任何的转录活性，所以称为流产转录本。
反之，在Tat存在时，其可以招募P-TEFb到病毒基因的启动子上促进RNA Pol II
的Ser2磷酸化。进一步研究揭示，Tat、TAR和P-TEFb的结合导致整体构象改变，
使CDK9激酶活性被持续激活，Tat所激活的CDK9不仅可以诱导RNA Pol II的磷
酸化，还能活化其他一些转录因子，比如NELF和DSIF[24]，伴随这些转录因子的
磷酸化与去磷酸化将促进基因的转录延伸，从而形成大量的有效转录本，同时合
成出来的病毒mRNA转录、翻译出Tat，Tat又可以进一步募集CDK9，周而复始，
HIV-1就会在Tat的介导下快速产生大量活性转录本[25]。
1.2 P-TEFb复合体的结构、功能及活性调控机制
与真核生物基因转录一样，HIV-1基因组的转录过程包括起始前、起始、启
动子区清扫、延伸和终止期[17]。近年的研究表明，无论是真核生物还是HIV-1转
录层面的调控，转录延伸的调控在其中有着关键作用，即转录的阻滞再激活。先
前的研究表明，P-TEFb复合体在解除转录延伸早期停滞RNA PolII的过程中有重
要作用[26]。
作为真核生物基因转录的必需因子，P-TEFb也是HIV-1的转录复制过程中不
可或缺的转录因子之一[27]，其活性受到细胞内多种信号通路的调节[28]，此外，
一些体外的物理、化学因素也可以通过调节P-TEFb的活性影响HIV-1的转录[29,
30]，说明P-TEFb在HIV-1的转录过程中有着重要作用。
1.2.1 P-TEFb复合体的结构及功能研究
P-TEFb是由细胞周期依赖激酶CDK9和调控蛋白CycT1组成的[31]。CDK9有
两种，一种是42kDa，一种是55kDa，尽管当前的研究表明，这两种异构体的催
化活性、底物特异性以及与CycT1的结合能力没有显著区别，但两者还是存在一
定的组织表达差异性及胞内分布差异性[32]。除了结合CycT1以外，有非常少的
CDK9会结合CycT2a、CycT2b、CycK[33, 34]，本实验室提到的P-TEFb，特指42kDa
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的CDK9与CycT1结合形成的复合物。CDK9作为细胞周期依赖性激酶，只有与细
胞周期蛋白结合的时候才有激酶活性，其激酶活性对于HIV-1的体内和体外转录
的激活起着关键作用[35-37]。
图1.1 P-TEFb在Tat激活的HIV-1的转录中起重要作用[38]
关于P-TEFb在帮助RNA Pol II方面的作用并不能指示其在HIV-1转录方面的
关键作用，因为P-TEFb只是基因转录过程中所需要的众多转录因子的一员。但
是没有任何真核生物或病毒的基因要比HIV-1病毒基因对于P-TEFb的使用如此
敏感[39, 40]，HIV-1采用了一种非常精细复杂的方式来捕捉和招募宿主细胞的
P-TEFb来转录HIV-1前病毒DNA，因此，对于从HIV-1 LTR起始的转录，P-TEFb
作为一种特殊的辅因子在HIV-1的转录过程中发挥着重要作用[38]。事实上，我们
对于P-TEFb激活Pol II转录延伸的机制研究极大程度上得益于对于P-TEFb在
HIV-1转录方面的调控。
1.2.2 P-TEFb的负性调控机制
CDK激酶的活性都是受到其相应调控蛋白的严格调控的，CDK9也不例外。
研究表明，细胞内并不是所有的CDK9-CycT1复合物都有激酶和转录活性，有两
个独立的研究小组通过提取可以结合和调控P-TEFb活性的蛋白，结果证明细胞
内有将近一半的P-TEFb处于非活性形式，这部分的P-TEFb被锁在一个包含有
7SK snRNA的非活性的复合体中[39, 41]。7SK snRNA是一种有RNA Pol III转录出的
具有331nt寡核苷酸的snRNA，在脊椎动物中高度保守[42, 43]。自上世纪70年代7SK
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RNA被发现并描述后，其生理功能却长期没有得到解释。通过与P-TEFb的相互
作用，我们知道7SK在抑制P-TEFb的激酶和转录活性中起作用。此外，7SK结合
的P-TEFb被证明无论是在体内，还是体外环境下都不能被招募到HIV-1的启动子
或者是模板上[39]。
研究者们很快发现，虽然7SK RNA锁住了大量的P-TEFb形成了7SK snRNP
(small nuclear ribonucleoprotein)，但是只有这两者却不足以使P-TEFb失活，暗示
着还有其他的因素在该非活性复合物中起着作用[44]。后来科学家利用亲和纯化技
术在体内条件下证明HEXIM1是7SK snRNP的一员[45]。HEXIM1起初被发现在人
类平滑肌细胞中可以在二乙酰胺(hexamethylene bisacetamide，HMBA)的诱导下
表达，后来证明在其他细胞中也可以表达[46]。HMBA是一种两性化合物，可以抑
制细胞生长，促进细胞分化，对应于HMBA的功能，HEXIM1被证明可以抑制很
多种细胞和组织的生长。而HEXIM1抑制细胞生长作用的原因是其可以特异性地
抑制P-TEFb的激酶和转录活性[44, 47]。
图1.2 7SK snRNP调控的P-TEFb[48]
随后的研究中科学家们又利用免疫共沉淀技术鉴定出了核蛋白HEXM2、
MePCET/BCDIM3和LARP7也存在于该复合体中，与HEXIM1一起组成7SK
snRNP从而抑制P-TEFb的活性[46, 49-51]。研究表明MePCE和LARP7 都可以和 7SK
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